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resulted in a loss of outer hair cell electromotility in vitro. Such deletion was also found to result in a 40-60 dB 
loss of cochlear sensitivity in vivo. 
Chapter 3 Construction of an expression system for prestill 
To perform research on the motor protein prestin at the molecular level, a method of obtaining a large 
amount of prestin as material for such research is required. However, there have been no reports of large scale 
preparation of prestin. This chapter details the construction of an expression system for prestin. Prestin CDNA 
was introduced into Esche,"ichia coli (E. coli), Sf9 insect cells and Chinese hamster ovary (CHO) cells, and the 
expression ofprestin was examined. As a result, prestin was expressed in CHO cells, but not expressed in E. coli 
at all and only slightly expressed in Sf9 cells. Since CHO cells expressed prestin, stable wild-type 
prestin-expressing cell lines and FLAG-tagged prestin-expressing cell lines could be generated using transfected 
CHO cells. The expression of prestin and the activity of prestin in the generated cell lines were then examined 
by immunofluorescence experiments and patch-clamp measurements, respectively. Figure I shows an 
immunofluorescence image of the CHO cells transfected with FLAG-tagged prestin. The plasma membrane of 
the generated cells was stained. This result indicates that prestin was expressed in the generated cells. Figure 2 
shows membrane capacitance versus membrane potential of a wild-type prestin-expressing CHO cell measured by 
patch-clamp recording. This result indicates that prestin expressed in the CIIO cells was functional. In the 
established cell lines, although the expression levels were 1130 of those in OHCs, prestin was expressed stably, 
such stable expression being advantageous to obtain the prestin molecules. 
i
 
i
 
Figure I . Immunofluorescence image of CHO cells 
transfected with FLAG-tagged prestin. This result 
indicates that prestin was expressed in the plasma 
membrane of the transfected CHO cells. Scale bar: 50 um. 
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Figure 2, Representatlve data of the voltage-dependent 
membrane capacitance of a prestin-expressing CHO cell, 
This result indicates that prestin expressed in the 
constructed cells was functional, 
i
 
Chapter 4 Optimization of prestin expression in transfected ceHs 
Although stable CHO cell lines which express prestin were established as mentioned in Chapter 3, the 
expression level of prestin in the constructed cells differed among cells and changed with time. In this chapter, 
investigation aimed at optimizing the expression system is reported. First, development of a method by which 
the expression level of prestin in each cell can be easily and non-invasively investigated was attempted. As a 
result, it was demonstrated that fluorescence intensity of green fluorescence protein (GFP), which was introduced 
into the generated cell lines, increases linearly with an increase in the expression level of prestin. This result 
indicates that prestin expression can be evaluated based on the relative GFP intensity in the constructed cell line. 
The second objective in this stage of the study was to obtain high-prestin-expressing subclones of the generated 
celi lines. For this purpose, subclones were obtained frcnn the generated cell lines. The expression levels of 
prestin of the subclones were then investigated employing fluorescence intensity of GFP by flow cytometry and, 
based on the results, high-prestin-expressing cells were chosen. Finally, it was clarified that ceils should be 
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 論文審査結果の要旨
 哺乳類内耳に存在する外有毛細胞の細胞長変化は,聴覚の鋭敏性を実現している内耳増幅機構の中心
 的役割を担っている.この細胞長変化の源がタンパク質モータprestinの構造変化である.その遺伝子が
 同定された2000年以降,prestinに関する知見は徐々に蓄積されつつあるが,prestinの構造変化の分子
 メカニズムは未だ不明である.そのメカニズムを明らかにするには,これまで行われてきている細胞レ
 ベルでの解析に加えて,精製したprestinを用いた分子レベルでの解析が必要である.しかし,prestinを
 精製した報告はない.本論文は,prestinの発現系の構築,構築した発現系を用いたprestinの精製方法の
 確立及び精製prestinの機能の有無の評価を試みたもので,全編7章からなる.
 第1章は緒言であり,本研究の背景と目的を述べている.
 第2章では,ヒト聴覚器官の構造と機能及びprestinについて述べている、
 第3章では,prest㎞の発現系を構築している.まず,大腸菌,バキュロウイルス,Chineseh飢nsterovary
 (CHO)細胞を用いた発現系を検討し,CHO細胞においてpresdnが発現することを示している、この結果
 を踏まえ,prestinを安定発現するCHO細胞株の構築を行い,免疫染色法とパッチクランプ法により,
 得られた細胞株におけるprestinの発現ならびに発現したprestinが細胞上で機能を有することを確認し
 ている・これらの結果は,prestinの発現系の構築における重要な知見である・
 第4章では,第3章で構築したprestin安定発現細胞株を用いて,prest㎞を得るための最適な条件を検
 討している.Presth1の発現量は,prestinと共にその遺伝子を導入した緑色蛍光タンパク質の蛍光輝度で
 見積ることができることを示し,その蛍光輝度に基づいてprestlnを高発現する細胞株を作製している。
 また作製された細胞を,無血清培地を用いて浮遊培養し,継代48時間後に回収すると最も効率よく
 prestinを得られることを明らかにしている。これらの結果は,prestinを効率よく入手するため重要な知
 見である.
 第5章では,prest血安定発現細胞株を用いてprestinの精製方法を確立している.まず,膜タンパク質
 であるpres伽の可溶化剤としてn-nony1=β一D-thiom&ltopyranosideが適していることを明らかにしている.
 次にアフィニティーカラムを用いて可溶化したprestinの精製に成功している.これらの結果は,精製
 prestinの調製における重要な知見である.
 第6章では,・prestinの構造変化に必要であることが知られている塩化物イオンとの相互作用を等温滴
 定型熱量計により解析し,第5章で確立した方法により得られた精製pres廿nの機能の有無を評価してい
 る.精製prestinに塩化物イオンを滴下し,それらは相互作用し,その反応が吸熱であることを明らかに
 している・この結果は,精製したprestinの機能に関する重要な知見である・
 第7章は結論である.
 以上要するに本論文は,prestinの発現系と精製方法を確立し,精製したprestinが機能を有することを
 示したものであり,生体工学およびバイオロボティクスの発展に寄与するところが少なくない.
 よって,本論文は博士(工学)の学位論文として合格と認める.
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